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1. Abstrakt

TGH} m& @i karcinogenezi dvoji roli. V ptatku slouzi jako nadorovy supresor,
béhem Kistu nadoru se vSak jeho funkcénhna nadorovy promotor a tky nadoru i jeho
mikrookoli produkuji velké mnozstvi TBF Tento nadorovy TGF poskytuje vhodné
prostedi pro fist a Sfeni nadoru. Jednim ze tmgwhi, jak kontrolovat dist nadoru a
metastaze, je blokovani TGFsignalni drahy v pokgalych stadiich karcinogeneze. Pro
tyto iCely se zkoumaji monoklonalni protilatky, rozpustaéeptory, dominantni negativni
receptory, antisense oligonukleotidy a malé molekmhibujici funkce receptorovych
kindz. Rozpustné receptory @H1l) jsou fuzovany s Fc fragmentem IgG1, ktery aygsS
export protei z burek, zaji¥uje vytvaeni homodimeru a tim i lepSi vazbu s PGPréace
popisuje virus vakcinie jakozto vhodny expresnitaelpro terapii naddr, roli TGH3 pri
nadorové transformaci a blokovani T@Fsignalni drahy v pokgblych stadiich

karcinogeneze. Na z&vjsou zmigny vyhody Fc faznich protein

Abstract

TGF-3 has a biphasic role in tumorigenesis. Inygarases, when cells still respond
to the growth inhibitory effectsf TGFR3, it may act as tumor suppressor. Howeaxdgte
phases, when cells have escaped selectively fremntimitogenic response of TGF3, and
tumor cells ofterstart to secrete high amounts of TGF-B3, it maya& promoter of tumor
progression and invasion. One way of control tumémation and progression is
blocking of TGFR signalling pathways in late phasésumorigenesis. Several strategies
including the use of monoclonal antibodies, solublgeptors, dominant negative receptors,
anti-sense oligonucleotides and small drug-molectieinhibit BRI kinase have shown
promissing results in preclinical studies. Solul#eeptors (spRII) are fused to the Fc
region of an IgG1l which increases proteins expooinf cells, enables formation of
homodimer thereby better binding with TE&FThis review describes vaccinia virus as a
suitable vector for cancer therapy, a role of PGt tumorigenesis and blocking of TGF3
signalling pathways in late phases of tumorigenédiere are also mentioned advantages

of Fc- fusion proteins at the end.



2. Kliéova slova

Terapie naddir, Virus vakcinie, TGB, TBRII, Fc IgG1 fazni proteiny

AAV
ADCC
ALK5
APC
CEV
CDC
CDK
Co-Smads
CTGF
CTL
DNR
EEV
EGF
EGFR
EMT
ERK
FcRn
FcyR
GDEPT
HLA- A201
HPV 16
IEVs
IgG1
IMV

ITR

Vs

JNK
LAP
LTBP
MAPK
MVA
MHCqgp |
MHCqgp I
MMPs
NK
NPHI
PDGF
PlK

3. Seznam zkratek

Adeno-asociovany virus

Na protilatkach zavisldns¢na cytotoxicita
Aktivinu podobna kinaza

Antigen prezentujpciiky

S likkou asociovany obaleny virion

Na komplementu z&visytotoxicita
Cyklin dependentm&za
¢Bné-zprogedkovavajici Smads
tovy faktor pojivovych tkani
Cytotoxické T lymfgy

Dominantni negativeceptory
Extracelularni obatevirion
Epidermaliastovy faktor

Receptor pro epiddnindistovy faktor
Epitelialni- mezenchdini transformace
Extracelularni signégulujici kindza
Neonatalni Fc-reoept

Receptor pro Fc fragien

Gene-direct enzyme gnog therapy
Lidsky leukocytarni antigé201

Lidsky papillomavirugpu 16
Intracelularni obaé viriony
Imunoglobulin G1

Intracelularni matwany virion
Invertované koncaoegetice
Nematurované viyo

c-Jun MNterminalni kinaza
Latentrasociovany protein

Latentni T@Fvazebny protein

p38 mitogenem-aktivogaorotein kindza
Modifikovany virus Adra

Hlavni histokompatibilkdmplex-glykoprotein |
Hlavni histokompatibilkomplex-glykoprotein I
Metaloproteinazy
irozeni zabijéi

Nukleozid fosfohytfmal

tRtovy faktor krevnich destk
Fosfatidylinositol-3léza



pRB

p53
ROS
R-Smads
SARA
STBRII
TGFo
TGH3
TH,

TH,

TK

TBRI
TBRII
TBRIl:Fc
TBRRII
VEGF
VGF

\AY/

WR

Retinoblastoma piot
Protein 53
Reaktivni kyslikadikaly)
Receptorem-regulovanads
SMAD kotva pro aktivaeceptorem
Rozpustny receptor typpro transformujicitstovy faktorp
Transformujidistovy faktora
Transformujidistovy faktorp

Pomocné T lymfocyty 1
Pomocné T lymfocyty 2

Tymidin kindza

Receptor typu | prartsformujici éistovy faktorf
Receptor typu Il pransformujici #istovy faktorf
Hzni protein PRII:Fc

Receptor typu Il p@nsformujici distovy faktorf
Vaskularni endoteliatistovy faktor
Virovyistovy faktor

Vakcinia virus

Western Reserve



4. Uvod

Rozvinuté nadory obsahuji krémmalignich bugk i buinky nemaligni, jako jsou
nadorové myofibroblasty, endotelialni a &#iné buiky, které tvai mikrookoli nadoru.
Tyto buiky produkuji velky poet ristovych a regukaich faktofi, které maji pozitivni vliv
na progresi nadéra vytv&i imunosupresivni prosdi, jenz brani rozpoznani nadorovych
antigeri a znesnailije imunoterapii naddr

Jednim z d&chto faktofi je TGH produkovany bikami nadoru i bikami
nadorového mikrookoli. TGF slouzi vcasnych stadiich karcinogeneze jako nadorovy
supresor, &hem fstu naddoru se vSak jeho funkce & a stane se zp nadorovy
promotor podporujici imunosupresiist a Sfeni nadoru. Tento nadorovy TGke mozné
neutralizovat zvySenou lokalni expresi rozpustn&oeptoru spRIl, coz ma za nasledek
zlepSeni podminek pro funkci protinaddorovych NK aurek. sTBRII miZe byt fuzovan s
Fc fragmentem IgG1l, coz vede ke zvySeni exportudykin z bugk a k vytvdeni
homodimeru pro lepSi vazbu s ligandem.

Rekombinantni virus vakcinie je vhodny pro pougitigenové terapii nadar Jeho
vyhody spd@ivaji ve vysoké hladih expresegaso¥ omezené expresi transgenu, nizkému
riziku inzerce do hostitelského genomu a stimufagnoralni i bugéné imunity.

V této praci jsem se najde zangiila na charakteristiku viru vakcinie a odjmdvozenych
rekombinantnich vektér dale na TGF a jeho receptory, dvoji roli T@Fv karcinogenezi
a pouziti TGPB antagonist pii terapii nadoli; na za¥r jsem se zminila o vyhodach Fc

fuznich proteid.



5. Virus Vakcinie

5.1. Uvod

Virus vakcinie (VV) paiti do skupiny poxvit. Jsou to velké DNA viry replikujici se
v cytoplazng burgk obratlovd i bezobratlych. Z lidskych patog&maji nej\tsi vyznam
virus variola a virus molluscum contagiosum. Vajotvana téz virugernych nestovic,
byla rozsfena po celém s, prvni zminky o jejim vyskytu jsou zroku 1122.rpl.
z Ciny. V roce 1980 bylgerné nestovice $tovou zdravotnickou organizaci prohlaseny za
eradikované (HENDERSON MOSS 1999). VV byl jako prvee zvfecich viGa
mikroskopicky pozorovén, ipsre titrovan, fyzicky purifikovan a chemicky analyzava
(MOSS 2001). Resny @ivod VV je neznamy.

5.2 Struktura

Zralé viriony maji tvar cihly o rozemu 350270 nm. Povrchovd, 30-nm silné vrstva
ohrantend membranou obaluje homogenni bikonkavni corgelp¥ stranach se vyskytuji
lateralni &liska. Existuji ti druhy infelk¢nich virovych partikuli: IMV (intracelularni
maturovany virion), EEV (extracelularni obalenyimir) a CEV (s bitkou asociovany
obaleny virion).

Genom tvdi linearni dsDNA o velikosti kolem 190 kbp, ktegdna obou koncich
kovalentg spojena. Obsahuje 10 kbp dlouhé invertované kahaepetice (ITR). Na
koncich ITR se vyskytuje vlasenka, ktera je vatidbr délce deleci, repetici a transpozici.
Otewené ¢teci rdmce se négkryvaji a vyskytuji se kbl v centralni oblasti, pokud jsou
vysoce konzervované a spojené s esencialnimi eepiiki funkcemi, nebo v koncovych
castech, pokus jsou variabilni a produkty jejichigg@ou spojené s interakci s hostitelem.
Infekéni virova partikule obsahuje transkiip enzymy, které zajifiji syntézu a
modifikaci mMRNA, enzymy podilejici se na skladamiond, Upra¥ proteimi a baleni
DNA.



5.3 Zivotni cyklus

Prestoze VV byl jako prvni z virizolovan a pozorovan pod mikroskopem, jeho
vstup do bitky neni zcela objagn. IMV vstupuje do bugk po fazi s plazmatickou
membranou nebo pomoci invagin&h vaka. EEV vstupuje do butk endocytézou po
disrupci vrgjSi membrany, p které dojde k uvoléni IMV a k jeho fazi s plasmatickou
membranou. Vstup CEV se podoba EEV, pouistava pipojen na plazmatickou
membranu rodovské buky a jeho Seni usnatuji aktinové mikroklky.

VV ma Siroky hostitelsky okruh a infikuje sévbuiky rozdilnych tym, zc¢ehoz se
usuzuje, Ze jeho receptor je exprimovansinou bugk a je vysoce konzervovati ze
existuji rozdilné receptory nazanych buikach (CHUNG et al.1998). Kandidaty na VV
receptor jsou proteoglykany, receptor pro epideninaiistovy faktor (EGFR) ¢i
chemokinovy receptor. Bylo prokdzano, Ze se VV A2Wembranovy protein vaze na
heparan sulfat (CHUNG et al. 1998). Dale bylo peskdo, Ze se VV D8L obalovy protein
vaze na chondroitin sulfat (HSIAO et al. 1999). ¥¥duje VGF (virovy fistovy faktor),
ktery je homologni k EGF (epidermalriistovy faktor) a k TGk (transformujici fistovy
faktor o) (BULLE 1988). Bylo prokdzano, Ze obsazeni EGFRikinje VV infekci
(EPPSTEIN 1985).

Po vstupu do cytoplazmy je virové core transpomav blizkosti jadra, kde
dochazi k syntézéasné mRNA a k druhému rozbaleni pomoci virem koédékea proteinu.
Poté dochazi k replikaci virové DNA a k transkripgermediatnich a pozdnich mRNA.

Formovani virionu z&iné tvorbou polorgsicitych membranovych utvar O pivodu
této membrany se vedou spory. Podle prvni hypotéxykla tato membrana de novo
nejasnym mechanizmem, protoZe nebyla nalezena podbbs Zadnou z batnych
membran. Jednou z moznosti vzniku této membranjejjesyntéza na hydrofobnim
proteinovém leSeni (honeycomb lattice), které bgtizorovano deep-etch skenovacim
elektronovym mikroskopem (HEUSER 2005). Podle drhlygotézy je tato membrana
odvozena z endoplazmatického retik&il&olgiho aparétu.

Polomesicité utvary se uzawou do kruhovitého tvaru za vzniku nematurovanych
viriona (IVs) s hustou nukleoproteinovou hmotou vloZenaugdanularni matrix. Kulaté

IVs se igni na intracelularni maturované viriony (IMVs) weatu cihly.



IMVs se pohybuji od mista vzniku k okrajiitky po mikrotubulech pomoci A27L
membranového proteinu. IMVs se uigji z buiky pouze po jeji lyzi, aledkteré partikule
jsou obaleny dalSimi membranami odvozenymi od tokgi ¢i pozdnich endozoi
které obsahuji virové proteiny. Timto obalenim ¥ajii intracelularni obalené viriony
(IEVS) s 4 obalovymi vrstvami.

IEVs jsou transportovany k periferii tkly po mikrotubulech. Protein
zprostedkujici spojeni mezi IEVs a mikrotubuly neniegré zndm, ale uvazuje se o
virovém proteinu F12L (EIJL et al. 2002) a virovgroteinu A36R (WARD a MOSS
2004). IEVs fazuji s plazmatickou membranou a Ajigednu vijSi membranu. Uvokneé
viriony se nazyvaji extracelularni obalené viriofBEVS), nebo @stavaji asociované s
bung¢nym povrchem a nazyvaji se sikiou asociované obalené viriony (CEVs). CEVs
umoziuji pifimé Sfeni z buiky do buky, zatimco EEVs umaibiji Sikeni viru na delSi
vzdalenosti. IMV a EEV se vazi na rozdilné &tmé receptorygimz se zvySuje okruh
hostitelskych bugk. P¥i maturaci jsou dlezité biochemické modifikace (proteolyza, vznik

disulfidickych mistka, fosforylace).

5.4. Transkripce

Enzymy pro transkripci génisou syntetizovany v pozdni fazi infekce a zabplén
virove partikule, proto riive transkripc€asnych get z&'it ihnned po vstupu viru do kily.
Casné mRNA kéduji enzymy a faktory pro transkriptermediarnich gen syntézu DNA
a interakci s hostitelskou Bkiou. Ri ¢asné transkripci setrg@piSe cca polovina vSech
virovych gerii (ODA a JOKLIK 1967).

Promotor pro transkripatasnych gefh ma sekvenci AAAAAATGAAAAAAITA.
Iniciace transkripce zéna 12-17 nukleoti@l od promotoru ve sénu transkripce a je ATP
dependentni. Transkripce kor20- 50 bp za termigaim signalem TTTTTNT a vyZaduje
capping enzymy a NPH(nukleozid fosfohydroldzd) (CHRISTEN et al.1998). Virova
RNApol se podoba eukaryotické, sklada se z osmjeplodbtek o velikosti 7- 147 kDa.
S RNApol asociuje protein RAP94 ve spojeni s VENMETF (heteromerni protein
skladajici se ze 2 podjednotek) se vaze na promossnych geh a zaji¥uje ATPazovou
aktivitu. VETF a RAP94 jsou furkimi analogy bu&inych proteid TFlld a TFIIf.
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Capping enzymovy komplex jeil@zity pro terminaci transkripce, vzniepicky (cap) na
5 konci mRNA a pini funkci RNA trifosfatazy, RNA ugnyltransferazy a RNA
metyltransferazy. Enzym katalyzujici vznik koncovgolyA je heterodimer skladajici se
z 55- a 39-kDa podjednotek VP55 a VP39.

Intermediarni geny jsou exprimovany po replikagiové DNA diky produkim
casnych gedn. Bylo identifikovano 7 intermediarnich gerjejichz produkty jsou nutné pro
expresi pozdnich gé&n Promotor obsahuje sekvenci TAAAT. Transkripce addje no¥
syntetizovanou RNA polymeradzu bez RAP94 podjednatlkdasné transkrigmi faktory.
RNA pol nerozpoznava termi&ai signal, proto je 3" konec intermediarnich mRNA
heterogenni. Na transkripci intermediarnichigse podili také bugny protein VITF-2, u
néhoz dosud neni znam mechanizmimsspnu z jadra do cytoplasmy.

K transkripci pozdnich géndochazi po vzniku intermediarnich gerProdukty
pozdnich gem jsou stavebni proteiny a transki faktory pro genyasné. Promotor se
podoba promotoru intermediarnich genTranskripce vyZaduje név syntetizovanou
RNApol bez RAP94 podjednotky a intermediarni traigpgki faktory. Na 5 konci
pozdnich mRNA jecepikka s polyA-zavagci sekvenci vzniklé klouzanim RNApol na
TAAAT sekvenci promotoru.

5.5. Replikace

DNA replikace probiha v cytoplazinhostitelskych bugk v blizkosti organizéniho
centra mikrotubul. Zatina po transkripctasnych get cca 1-2 hodiny po infekci. VV
koduje enzymy metabolizmu DNA, mezi které ipahymidinkindza, thymidylatkinaza,
ribonukleotid-reduktaza a dUTPaza.

Presny mechanizmus replikace neni doposud znam,nedmhoznych modélje,
Ze DNA replikace z&na zlomem v jedn&i obou koncovych vladsenkach, néasleduje
piidavani nukleotid na volny 3" konec, vysiovani fettzce a vznik intermediarnich
kontaktemell, které jsou spojeny zdvojenou vldsenkou a jejicbzSEpeni je
pravéEpodobré zajiS€no virovou topoizomerdzou 1 a nicking-joining enzm (K4L)
(ECKERT et al. 2005).
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Virova DNA pol mé celkovou hmotnost cca 110 kDarank funkce polymerazy
ma také asociovanou 3"exonukledzovou aktivitu. MEgd§i virové proteiny dastnici se
replikace DNA pat DNA-nezavisla nukleozid trifosfatdza (D5R), setfimeonin kindza
(B1R), uracil DNA glykosylaza (D4R), H5R a A20R geé produkty formujici proteinovy
komplex (ISHIl a MOSS 2002).

Uvnité burek infikovanych VV dochazi ve velké mei k homologni rekombinaci.
Rekombinace nevyzaduje produkty pozdnichigamejspiSe je spojena s replikaci. Diky
nerovnonérnému crossing-overu dochazi k variabiliv paitu tandemovych repetic,
k delecim a translokacim. Homologni rekombinacgys&iva i tvorbé rekombinantnich

vektort odvozenych od VV.

5.6. Interakce s hostitelskou bu  nkou
5.6.1. Cytopaticky efekt

V infikovanych buikach dochazi k morfologickym a metabolickymeémam, které
se nazyvaji cytopaticky efekt. Mezi morfologické & pati zména v permeabilé
membranyci zmeény v cytoskeletu vedouci k zakulaceni Bkra ke vzniku syncytii. VV
také indukuje pohyb infikovanych béik ( SANDERSON et al. 1998)iiBlizné 24 hodin

po infekci dochazi k lyzi infikovanych bk.

5.6.2. VV vs. imunitni systém

Hostitelsky imunitni systém e zastavit $éni virové infekce mnoha
mechanizmy, kterym se viry sna&lit riznymi zpisoby. Bezprogedre po proniknuti viru
do organizmu se aktivuji nespecifické imunitni @kahrnujici interferony, komplement,
cytokiny a NK buiky. Nasleds dojde k aktivaci cytotoxickych T lymfocyta také k tvorb
protilatek.

Virové obranné mechanizmy se daji réitddo 3 tid. Mezi prvni pat produkce
virokinua, které napodobuji cytokiny a jiné imunitni regia molekuly. Do druhétidy
pati produkce viroreceptér které se podobaji b&nym receptaim, ale ztratily
transmembranovou kotvici sekvenci. Detit tidy pati intracelularni proteiny, které

interferuji s bus¢nymi signalnimi drahami.
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Protein | Typ modulace Mechanizmus

A18R Inhibice syntézy IFN Regulace produkce dsRNA
B18R IFN receptor Rozpustny Ik receptor
VH1 Inhibice IFN signalizace Fosfataza rusi aktivdtatl
E3L Blokace funkce proteinindukovanych IFN | Vazba dsRNA a blokace Pkr
ﬁggg Inhibice TLR4 a Il-1 signalni transdukce ﬁ_tiurlgggstggr?bné Toll-like &

Tabulka €.1: Pfiklad VV protein & modulujicich imunitni systém hostitele

Infekce VV inhibuje také maturaci dendritickych knblokovanim signalni
transdukni kaskadyc¢i cytokinové stimulace, neznAmym mechanizmem seiZuiet
MHCgp | na povrchu butk a ovliviiuje apoptézu infikovanych btk genem SPI-2/

B13R2 (serpin, homolog CrmA), ktery ma vliv na akti caspaz.

5.7. VV rekombinantni vektory

V dnesni dob neni hlavni pekadZkou genové terapie nedostatek terapeutickych
geni, ale nedostatek vhodnych systéemu pro &emil €chto gemi do cilovych busk.
NejlepSim systémem proignos terapeutickych génsou dnes viry, které mohou byt
manipulovany k expreséthto geti ¢i ke specifické replikaci v hostitelskychitach. Pro
prechodnou transgenni expresi se pouzivaji virovéovglodvozené od adenowiti VV a
pro trvalou transgenni expresi vektory odvozenérettovini ¢i AAV (adeno- associated
virus).

VV byl témer 200 roki pouZzivan na vakcinaci proternym neStovicim a dnes je
jednou z nejlépe charakterizovanych virovych vake mafadu vyhodnych vilastnosti -
Siroky hostitelsky okruh, vysoka mira exprese, kitpapro vkladani velkého mnoZstvi
DNA (25 Kbp), nedochazi k viozeni do hostitelskgfemomu, relativésnadné vytvieni a
izolace rekombinantnich ¥ir Tyto vlastnosti vedly k vyuziti VV jakoZto exprdho
vektoru. Rekombinantni VV maji vlastnosti ZivycHatmenych vakcin, prezentuji antigeny
piirozenym zgisobem a stimuluji humoralni i b&tmou imunitu. CTL aktivita je
ovlivnéna volbou promotoru, ip pouziti pozdnich promotér stimuluji antigeny

protilatkovou odpo¥d’, ale nedochazi k asociaci proteia MHCgpl pro rozeznani CTL,
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protoZze VV inhibuje syntézu baénych proteiri, mezi které pdt i proteiny dilezité pro
vznik komplexu MHCgpl-antigen na povrchu tiky. F¥i pouziti ¢asnych promotdr
dochazi k aktivaci cytotoxickych T lymfoadyt

Genom VV obsahuje 200 g&nz nichz piblizné 30% neni esencialnich pro
replikaci viruin vitro, ale mohou ovlivnit virulendin vivo. F¥i tvorbé rekombinantnich vir
nelze gimo zaveést cizi DNA do genomu VV, protoze jdip velky a purifikovana virova
DNA je neinfekni. Vhodné biiky je nutno transfekovat purifikovanym plasmidem a
koinfikovat rodtovskym virem. Benos ciziho genu z plazmidu do viru probiha homuaiog
rekombinaci uvnit infikovanych bugk. Exprese genu musi byfizena virovym
promotorem, protoze VV si koduje vlastni polymerdBuo vysoky stupe exprese se
pouziva promotor pozdnich gekodujici hlavni strukturni proteiny (nad1kD protein),
unglé promotory¢i hybridni systém zaloZzeny na T7 RNA polymerazeelni mista se
nachazeji nejvice na koncich genomu, centralnisbldavice konzervovana a obsahuje
esenciélni geny, ale i zde se nacha#ohk neesencialnich génvhodnych pro inzerci.
Nejvice se pro rekombinace vyuziva gen pro tymikiimazu (TK) v koncové oblasti
genomu.

Mezi nejvice pouzivané kmeny VV pro vznik rekomimitrdch vektod pati
laborotarni kmen Western Reserve (WR), vakaihakmeny Koda, Wyeth, Lister,
oslabené derivaty Lister, NYBH a Modifikovany virAskara (MVA).

K ptipraw bezpénych vakcin se deletujéi inaktivuji geny, které ovlikuji
virulenci. Nagf. u kmene Koda dala delece 18 génvznik vysoce oslabenému typu
NYVAC. Jinym pistupem pro vznik vysoce oslabenych vakcin je pasgd# in vitro,
nag. MVA ma& mnohonasobné delece diky vice nez 500 Adeisé&a bukach kdecich
embryi (MAYR et al. 1978). Vyuziva se také vlozeidiho genu do VV TK, coz vede ke
sniZeni virulence.

Rekombinantni VV se také vyuzivajfi gerapii nadodi. Vyvijeji se bd’ nadorove
vakciny, jejichZz imunostimutami viastnosti iniciuji imunitni odpad’ proti nadorovym
bunkam, nebo onkolytické viry, které jsou specifickleay do nadorovych bwk. Vyuziti
VV jako vektoru pro genovou terapii je ramvySeni imunogenicity transfekovanych
buntk melanomu, kdy rekombinantni virus exprimoval figrodukt ER cilového signalu a

HLA-A201 vazebného 27-35 peptidu, infekce Bkirmelanomu timto rekombinantnim
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virem méla za nasledek zvySeni CTL odgdvin vitro (SCHUTZ et al. 2001). DalSim
piikladem je rekombinantni VV exprimujici protein p&8ery po transfekci do gliomovych
burgk zpisoboval vysoky stugieapoptozy (TIMIRYASOVA et al. 2001).

Divoky VV neni specificky pouze i nadorovym bikam, pro zvySeni této
specifity musi byt modifikovan. Jednou z moznaatySeni pro-nadorovée specifity je
delece TK genu. TK je konstitutignexprimovana v nadorovych fkach, zatimco
v ostatnich biikach vznika pouzednem S a Gfaze buréného cyklu.

Mezi dalSi protinadorové metody pat,Gene-direct enzyme pro-drug therapy”
(GDEPT).Tato terapie zahrnuje naklonovani enzymuwido cileného na nadory, poté je
dorwena pro-drug, kterou tento enzym aktivuje, tim ddjcuvolreéni cytotoxické latky do
mikrookoli nddoru. Mezi dva nejvyznaijsi systéemy pét herpes simplex virus thymidin
kindza-ganciclovirovy systém a cytosin deaminaZlérocytosinovy systém, kdy je gen
pro cytosin deaminazu viozen do V\i¢pzato z THORNE et al. 2005).

6. Receptor typu Il pro transformujici r Gstovy faktor B ( TBRII)
6.1. Charakteristika TGF

Transformujici @stovy faktor B (TGH3) byl poprvé identifikovan v Kkultie
transformovanych mysSich fibroblasta pojmenovan podle schopnosti podporovat na
podlozce nezavislyist burécnych linii (DE LARCO and TODARO 1978).

Skupina TGB se sklada z cca 30 struktarpodobnych proteiy do které pat
izoformy TGH, rastové diferenciéni faktory, morfogenetické proteiny kosti, aktiviny
inhibiny a neurotrofni faktory. TGFR je multifuirkd regulator, inhibuje bustny rist,
zpasobuje apoptozu, stimuluje produkci extraceluld@nairix, reguluje proliferaci, migraci
burgk a ovliviiuje buiky imunitniho systému. Deregulace jeho signalnhgrapisobuje
mnoho lidskych onemoeni, mezi které pat fibrézy, autoimunitni onemoéni a vznik
nadof.

Jsou znamy 3 lidské izomery T@F které sdileji 75% homologie
v aminokyselinové sekvenci, ale vykonavaji rozdifoékce. Monomerni formu TG¥F

tvori 4 antiparalelniB-fetézce a 3 intramolekularni disulfidickéustky tvaici cystinovy
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uzel. Monomery jsou spojenyigs N-terminalni cystein do futkiho homodimerwi
heterodimeru.

TGH3 je kddovan ve form prekurzoru, ktery obsahuje N-koncovy signalni jaept
(20-30 AMK) pro sekreci z butk, centralni oblast nazyvajici se latentasociovany
protein (LAP) a 112-114 AMK C-termindalni oblast, z@eré se proteolytickym &enim
stane maturovana T@Fnolekula. BEhem sekrece je LAP odften od TGB, ale Zistava k
TGH3 nekovalentsy asociovan. Komplex LAP- TG¥Fse kovalenté vaze k latentnimu
TGH3-vazebnému proteinu (LTBP) (TAIPALE et al.1995).rdplex LAP-TGHB-LTBP se
vaze na extracelularni matrix (HYYTIAINEN et al. 9%9). LTBP plIni v komplexu funkci
lokalizace (vaze se k extracelularni matrix), LABhKci detekce (spousti seep r¥j
aktivatni mechanismus) a T@Hunkci efektoru. Aktivatory TGEF mohou byt proteazy,
integrinay 3 , reaktivni kysliky (ROS) a nizké pHrgvzato z ANNES et al. 2003)

6.2. Charakteristika TGF B receptor G

Existuji # typy TGF3 receptoi. Typ | (TBRI) a typ I (TBRII)  jsou
transmembranoveé serin/threonin kinazy, vazbou I &4spoji do multimernich recepior
nejastji heterotetramer. TBRI ma narozdil od fRII v transmembranové domé&woblast
bohatou na glycin a serin (GS doména). MefRI patii betaglykan a endoglin.
Betaglykan pomaha PRI a TBRIl rozpoznavat TGF. Presna funkce endoglinu neni
znama, ale ma vliv na signalizad¢eg TGIB receptory ( Lebrin, F. et al. 2004).

Prvni objevena TGF signélni draha vedlair@s Smad proteiny. £ma vazbou
TGH3 na TBRII, ktery fosforyluje GS oblast nafRI. Aktivni ALK5 (activin-like kinase)
TBRI fosforyluje R-Smads (receptorem-regulované Sm&dsad2 a Smad3 ) a uviaje je
z cytoplazmatickych kotvicich protéinjako je nap. SARA (SMAD kotva pro aktivaci
receptorem). Fosforylované R-Smadsityteteromultimerni komplex s co-SmadsZe-
zprostedkovavajici Smads - Smad4) a vstupuji pomoci ithpgy do jadra, kde ovlikuji
transkripci cilovych gein(znazorgno na obrazkd.1). Mezi cilové geny p#tnagy. INK4B
kodujici p15 (Li et al. 1995) a WAF1 kodujici pAligendary et al. 1994). P15 a p21 jsou
inhibitory cyklin dependentni kindzy (CDK). InhileicCDK blokuje fosforylaci pRB

(retinoblastoma proteingimz dojde k zastaveni bé&tmého cyklu v G1 fazi.
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Smad signalni draha je regulovana na mnoha Udroyrjeinou z regulaci je
zpétnovazebnd inhibice, kdy Smad komplex aktivuje geny inhibéni Smad (Smade6,
Smad?7), které blokuji vazebné misto pro R-Smadktisowvaném PBRI. Smad7 vaze také
ubiquitin-ligazu Smurf, kterd s¢ruje receptory do proteazému. Intibi Smad mohou byt
aktivovany také extracelularnimi ligandy (fiaNFy). Na inhibici a regulaci signalizace se
dale podilitada intracelularnich faktér

Mezi dalSi signélni drdhy patERK (extracelularni signal-regulujici kinaza NKI
(c-Jun NH-termindélni kinaza), MAPK (p38 mitogenem-aktivovapmi@tein kinaza), BK
(fosfatidylinositol-3 kinaza) a Rho GTPazadpzato z Derynck et al. 2001), (znazora
na obrazkw.1).
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Obrazek ¢.1: TGFp signalizace

Po aktivaci receptoru vazbou T@Eojde k gechodné interakci Smad2 a Smad3pRIT kterou stabilizuje
protein SARA. BRI fosforyluje C konec Smad2 a Smad3, které se powni z receptoru a vytib
heteromerni komplex se Smad4. Tento komplex tr&ogado jadra, kde ovliwje exprestady geri. Smad7
inhibuje aktivaci Smad2 a Smad3. Exprese Smadridekiovana stimulaci jedné z mnoha signéalnich drah,
nag. v odpoedi k EGF, IFNy, TNF-u. Smad signalni drdhu regulujékolik dalSich signalnich drah, niap
stresovymi signaly aktivovand JNK a p38 MAP kin&aignalizace:i p-catenin signalizace indukovana
Wnt proteiny. TGP také indukuje aktivaci Ras, RhoB, RhoA, TAK1 atpio fosfatazy 2A, které vedou

k aktivaci rekolika MAPK drah (evzato z DERYNCK et al. 2001).
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6.3. Role TGF B pfi nadorové transformaci

TGH3 ma @i karcinogenezi dvoji roli, ¥asné fazi slouzi jako nadorovy supresor,
béhem iGstu nddoru festanou byt nadorové tky citlivé k inhibicnim signahm TGH
diky muta&ni inaktivaci nebo deregulacgjaké zc¢asti TGHB signalni drahy a samy tiky
produkuji velkd mnozstvi TGF Tento TGB potom slouzi jako nadorovy promotor,
stimuluje angiogenezi, imunosupresi a syntézu eglwarni matrix, ktera poskytuje
nadoru vhodné mikroprasdi pro rychly &ist a metastaze. Takeé tgobuje epitelialni-
mezenchymalni transformaci (EMT)ji [které dochazi ke ztrétepitelidlnich viastnosti
burgk a zméné na migr&ni fenotyp (fpevzato z GOTZMANN et al. 2004), (zndzémo na
obrazku¢.2). Dvoji role TGB byla jasg prokazana pokusem, kdy vysoka exprese FGF
v keratinocytech zpgtku inhibovala vznik nadérvyvolanych chemickym karcinogenem,

ale pozdji zpasobovala progresi nadoru (CUI et al. 1996) .

6.3.1. Mutace v TGF B signalni draze

Signélni drdha TG ktera vede k inhibicitistu a apoptotdze, je u naéirerusena
mutacemi.Ve wtSiné piipadi se jedna o mutace sporadickégce se objevuji i mutace
germinalni vedouci k nadorovym predispozicim. &3Sy nadoit ale Zistavaji gjaké
komponenty TGP signalni drahy fundni a mohou vyznan&ovliviiovat karcinogenezi.

V lidskych néadorech byly nalezeny mutované geny 4rp 5-ti hlavnich protein
TGH3 signalni drahy (BRI, TBRIl, Smad2 a Smad4). Mutace BRI se u nadar
nachazeji jen velmitfidka (GOGGINS et al. 1998), zatimc@RIl je ¢asto mutovan ve
specifické mikrosatelitni sekvenci u colorektalnichdofi a nadoit Zaludku, k mutaci
dochazi inzercici deleci 1-2 adenin v 10bp polyadeninovém traktu v extracelularni
domérg TRRIl (LU et al. 1996). Tato mutace vede ke snizeabiity mMRNA a pokud
dojde k translaci, vznikne zkraceny neaktivni récepMutace v BRIl se nachazeji n&p
také u nadar prsu (SUN et al. 1994), plic (DE JONGE et al. 19%tku a hlavy
(GARRIGUE-ANTAR et al. 1995). Geny pro Smad2 a Stase nachazeji na
chromozomu 18q21, tato obla&isto prodlava alelické ztraty v mnoha typech nailor

Smad4 je homozygoindeletovan v 50% pankreatickych naildw 90% gipadi se tyto
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mutace vyskytuji na chromozomu 18q), v 10% vSeclorektalnich naddr a ve 30%
metastazickych colorektalnich naddMIYAKI et al. 1999).

U jinych nadod byl mutovany Smad4 nalezen s mensi frekvenci. Wty Smad?2
byl nalezen nap u nadoii colorektalnich (EPPERT et al. 1996), nadplic (UCHIDA et
al. 1996) a doznihocipku (MALIEKAL et al. 2003).

Mutovany Smad3 nebyl prozatim nalezen v zadnénkéisnddoru, ale u mysi
s deletovanym Smad3 byly pozorovany ve velkéemmnetastdze colorektalniho nadoru
(ZHU et al. 1998).

6.3.2. Potla €eni protinddorové imunitni odpov  édi

Sekrece TGF nadorovymi bikami ¢i buiikami jeho mikrookoli potléuje
protinadorovou imunitni odp@d’. Hlavnim cilem jsou T lymfocyty, které mohoghem
imunitni odpo¥di diferencovat v cytotoxické T lymfocyty (CTL) pomocné T lymfocyty
(Thy a Th). U TGH1 deficientnich mySi se objevily sponté&raktivované T lymfocyty a
tyto mySi umiraly na masivni z&y orgari (DIEBOLD et al. 1995).

Jeden z prvnich pokiisdokazujicich potkgeni CTL produkci TGP, bylo zjiseni,
Ze buky fibrosarkomu sekretujici T@Hsou rezistentni k CTL (TORRE-AMIONE et al.
1990). Thomas a Massaqué (2005) zjistili, Ze F@6tlatuje vznik granzymu A, granzymu
B, perforinu, FasL a IFN to znamen& molekuluteZitych pro cytotoxickou odp@d’.
NejdilezitejSi je ale inhibice proliferace T lymfodytliky snizeni exprese interleukinu 2. Je
také znamo, ze T@Fma pozitivni vliv na vyvoj regutamich T lymfocyfi (Treg. V
nadorech bylo fisobenim TGE zjiSttno zvySené mnozstvief které potl@ovaly aktivitu
CTL a NK burgk (WOLF et al. 2003, CURIEL et al. 2004).

DalSim imunosupresivnimigobenim TGE je snizeni aktivace T lymfoaytdiky
negativnimu efektu na antigen prezentujicinky (APC), nap. inhibuje maturaci
dendritickych butk béhem imunitni odpoddi (STROBL and KNAPP 1999). TGF
inhibuje expresi MHCgp Il inhibici exprese trange&tori Il. tridy pres Smad3-
dependentni mechanizmus (DONG et al. 2001).

TGH3 muze zastavit stimulované B lymfocyty v G1 fazi kamého cyklu
(BOUCHARD et al. 1994) a inhibovatgsmyk membranavwazanych imunoglobulinna
imunoglobuliny sekretované (KEHRL et al. 1991).
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6.3.3. Podpora angiogeneze

Angiogeneze je nezbytnd praist nadoi, jejich invazi a metastaze. TGF
podporuje expresi &kolika angiogennich faktér jako jsou nap VEGF (vaskularni
endotelialni istovy faktor) a CTGF {istovy faktor pojivovych tkani).#Pstudiich rgkolika
nadofi byl prokadzan pozitivni vliv TGF na angiogenezi, naprozpustné [Rs, které
vychytavaly TGB u mysi s nadorem prsni zlazy, snizovaly vznik stéta v plicich
(BANDYOPADHYAY et al. 1999, MURAOKA et al. 2002).

B ——
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Obrazek ¢.2: Role TGHB v naddorovém mikrookoli.

a) Normdlni epitelialni biikky jsou citlivé kinhibénim signdhm TGH3, ale nutize dojit kiniciaci
karcinogeneze a naslatlke ztrt citlivosti k TGH. b) Dojde ke zvySené expresi T@R ke zngné jeho
funkce, z nadorového supresoru se stane nadoraniqgtor.c) Pronadorovy efekt TGFzahrnuje zvySenou
syntézu VEGF (vaskularni endotelialnistovy faktor) vedouci k angiogenezi, pdtai funkce T a NK
burgk, zvySeni produkce PDGFugtovy faktor krevnich desgk) a CTGF (kistovy faktor pojivovych tkani)
a produkci MMPs (metaloproteinazy), kteréspivaji k degradaci extracelularni matrix a invaadorovych
burgk. d) TGFB prispiva k EMT (epitelidlni-mezenchymalni transformaaadorovych buik, umo#iujici
migraci, extravazaci ai&hi metastazi. Terapie cilend na P&hgnalni drahu moduluje tyto pronadorové
efekty TGP v buikach nadoru a jeho mikrookoli.tgyzato z Yingling et al. 2004).
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6.4. Terapie nador G- blokovani TGF B signalni drahy

Jednim ze Zzjsohi, jak kontrolovat st nadoru a metastaze, je blokovani BGF
signdlni drahy v pokgalych stadiich karcinogeneze. Pouzivani PGEntogonisi je viak
riskantni diky dvoji roli TGB. U nadot, kde stéle slouzi jako nadorovy supresoiizen
dojit k urychleni #istu a vzniku metastazi. Tato terapie vyZzadujdiype vybér pacient,
metitkem mize byt nap. mnozstvi TGB v plazn, nadorova expresepRIl ¢i nadorové
predispozice.

V preklinickych pokusech se dnes zkoumaji monoHKiunarotilatky, rozpustné
receptory, dominantni negativni receptory a ansiseoligonukleotidy, které jsoutimo
cilené na TG, ¢i malé molekuly inhibujici funkce receptorovych &mn

Pouziti rozpustné extracelularni doménRTl (sTPRII) pii terapii mnoha naddér
mysi vedlo ke sniZzeni metastazi a inhibici angiegenNap transgenni mySi exprimujici
fuzni protein sPBRII:Fc po intraven6znim podani izogennich melanojobv burgk
nevyvinuly na rozdil od kontrolnich mySi metastéxeavic celoZivotni exprese BRIl u
téchto mysi neovlivnila jeho reguiai roli v normalnich tkanich (YANG et al. 2002).

STBRII mé& ale piblizn¢ 10kréat nizSi afinitu k TGF nez PRIl (LIN et al. 1995),
coZz mize byt z@sobeno monomerni formou rozpustného receptoru. Beepouziva
chimericky protein spRII:Fc, ktery mé& stejné vlastnosti jakdirpzeny receptor. Tento
chimericky protein postrada transmembranovou doniERil , ale obsahuje cysteinové
zbytky pantové oblastiézkéhotettzce IgG, diky nimz rize byt sekretovan z bgk ve
formé dimeru, viz. kapitol&.7.

Dominantni negativni receptory (DNR) jsou zkracemyntracelularni doménu a
inhibuji Smad signalni drahu, ale nemaji vliv n&82PK, Rho-Rac, Erki Jnk signalni
drdhu (pevzato z ARTEAGA 2006). V modelu exprimujicim DNRHansgen v lidské
burng¢né linii nddoru prsu bylo pozorovano snizeni méatas(TANG et al. 2003), ale u
nadoru Kze (GO et al. 1999) a prostaty (TU et al. 2003y logktastaze zvySeny.

Monoklondlni protilatky proti TGF redukuji fist nddoru a metastaz diky obnoveni
imunitni odpo¥di (ARTEAGA et al. 1993Xi inhibici angiogeneze, jejich nevyhodou je
vS8ak Spatné pronikani do nadorovych tkani.

Pouzivani antisense T@redlo v mnoha nadorech k obnoveni imunitni odplowa
pacienti byli vice vnimavi kiznym typim l&by (prevzato z IYER et al. 2005). Napv

21



modelu ovarialniho teratomu u mysi vedlo podanisanse TGE a IL12 k vyl&eni 69%
mySi od nadoru (DORIGO et al. 1998). Funkci malyiohibitord kindz je ATP-
kompetitivni inhibice AIK5 (pevzato z ARTEAGA 2006). Tato metoda je vSak #nén
selektivni nez nap protilatky¢i antisense RNA.

Inhibice TGHB signélni drahy, ktera poziti¢npasobi na §eni nadol, ma dobré
vysledky v mnoha preklinickych pokusech. OvSem yanik bezpénych protinadorovych

léciv bude nutné 1épe objasnit Zmu funkce TGB v pribéhu karcinogeneze.

7. Fc:lgG1 fazni proteiny

7.1. Charakteristika Fc fragmentu IgG1

Fc fragment IgG se sklada z CH2 a CH3 doméakéhoietézce 1gG a z pantove
oblasti (znazorgno na obrazkw.3). Lidské IgG se @i na podtidy 1gG1, 1gG2, 1gG3,
IgG4. Mysi IgG se di na podtidy 1gG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3. Jednotlivé piady se liSi
poctem cystinovych rastki v pantové oblasti a detaily struktury jednotlivyadmeén.

Fc fragment vyvolava na protilatkach zavislou &tmou cytotoxicitu (ADCC) a na
komplementu zavislou cytotoxicitu (CDC)#iFADCC se Fc fragment vaze na receptor
(FeyR), ktery se nachazi na povrchu NKibl, makrofad, monocyt a granulocyl, coz
vede k fagocytdzei lyzi cilové buiky. Signalizace fes FgR mize vést také k apopdze
cilovych burk. Fi CDC se na Fc fragment vaZze C1 protein, dojde skaseni
komplementové kaskady a ke smrtiky. Podtidy IgG se liSi schopnosti aktivovat ADCC
a CDC. Lidsky 1gG1l zprostdkovava silnou ADCC i CDC, proto je vhodny pro
terapeutické  pouziti proti patogem a nadorovym hikam (gevzato z
http://www.invivogen.com/family.php?ID=164#fcregion Mysi Fc fragment IgG1l
zprostedkovava pouze mirnou CDC a neaktivuje ADCC.

Fc fragment miZze byt upravovan zacélem sniZzenki zvySeni ADCC a CDC.
Vazba 1gG na R®R ¢i na C1 protein zavisi na zbytcich v pantovém negia v CH2
domérk. Nag. substituce v lidském IgGl za IgG2 zbytky v poz2233-236 a za IgG4
zbytky v pozici 327,330,331 sniZzuje ADCC i CDC. Byaké provedeno mnoho mutaci
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v CH2 domén, nag. mutace E333A zvySovala ADCC i CDC i¢pzato z
http://www.invivogen.com/family.php?1D=164#fcregion

Glykosilace v konzervovanych asparaginovych zbitcidi2 domény je nezbytna
pro vazbu na R (SHIELDS et al. 2001), n&psnizeni mnozstvi fukdzy vedlo ke zvySeni
ADCC (SHIELDS et al. 2002).

7.2. Fc fuzni proteiny
Fc fragment se dnes v genovém inzenyrstvi pouziw&/mik Fc-fuznich proteii
kterym udluje fadu vyhod. Tyto chimerické proteiny se skladajifekrové oblasti

proteinu (nap rozpustné receptory) fuzovaneé k Fc fragmentu (g@&azorgno na obrazku

¢.3).
‘ ’ Protein of Interest
“ ‘if ] Obrazek ¢€.3: Schématické znazoréni Fc

Hinge L .
; 4 fuzniho proteinu.
4 Fc Region Fc fragment se sklada z CH2 a CH3 domén
CH2 ' — FoyR binding —# ADCC téZkéhotettzce 1gG a z pantové oblasti. Pantova
’ —3 Cigbinding — CDC oblast je flexibilni spojka mezi dma castmi Fc
fazniho proteinu a diky ni #ie kazdacast
3 molekuly fungovat nezavisle igvzato z
http://www.invivogen.com/family.php?ID=18
= 4#fcregion).

— FcRnbinding — Half-ife

CH

Jednou zvyhod Fc fuznich protéinje jejich snadna purifikace afinitni
chromatografii pomoci proteinu & proteinu G. Protein A sithvaze vSechny lidské 1gG
krom¢ 1gG3. Protilatky se vazi na protein A i G za naliich podminek a mohou byt
vymyty nagiklad pouzitim pufru o nizkém pHi@@vzato z GHOSE et al. 2005).

Mezi dalSi vyhody péat zvySeni Zivotnosti v cirkutanim systému diky vazb
k FcRn (neonatélni Fc-receptor), ktery je exprimowvea povrchu epitelidlnich bék a
chrani Fc fragmentipd lyzozomalni degradaci. FCcRn jébuzny s MHCgp | adastni se
pienosu IgG z matky na dia regulace mnozstvi IgG v séru. K v&zgG na FcRn dochazi

v kyselém prosedi endozému a IgG-FcRn je poté recyklovan z lymoréz@t do
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cirkulace. Takto recyklovany IgG ma zvySenou Ziast v porovnéni s ostatnimi proteiny
v séru (pevzato z GHETIE and WARD 2000). Upravy Fc fragniepto lepsi vazbu
k FcRn zvySuji Zivotnost 1gG, coz madu vyhod (sniZeni davek a nizsi cena praguhto
fuzni proteiny i terapeutické protilatky.

Fc fragment uéluje fuznim proteiim schopnost indukovat ADCC a CDC, které
vS8ak mohou byt pro dkteré terapeutické ¢ély nezadouci a potlany Upravami Fc
fragmentu, viz. kapitola 7.1.

Fc fragment také zvySuje export flznich proieinburek a zaji$uje vznik
homodimeru, coz ma napu TBRII:Fc za nésledek lepsSi vazbu ligandu. Protein je
translatovan jako monomer a talisulfidické mistky diky cysteinovym zbytkn na Fc
fragmentugimz vznika aktivni homodimer, ktery je sekretovaourek.

Strategie vyuZzivajici fuzi rozpustného cytokinovékaeptoru k Fc fragmentu méa
dnestadu preklinickych i klinickych dsjgcha. Pouzivaji se nd&prozpustné TNFR:Fcip
lécbeé fady zamtlivych onemocsni (prevzato z GATTO 2006). Stejnykiptup vyuzivajici
STBRII:Fc se zkouma pro blokovani T@GFpii 1é¢bé fady nemoci a terapii nadorFazni
protein potlguje vznik metastazi a jeho klinické vyuziti se drd®uma (pevzato
z ARTEAGA 2006).
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8. Zaver

Laboratd experimentalni virologie na Ustavu hematologieravki transfuze se
zabyvé vyvojem vakcin proti karcinomu cervixu, jéhanik indukuji lidské papillomaviry
16 (HPV 16). Karcinom cervixu je druhym tag€jSim nadorovym onemoénim zen v
celoswtovém neritku. Virovy vektor exprimujici spRIl:Fc by mel posilovat @innost
terapeuticke protinadorove vakciny specifické growj onkoprotein E7.

Cilem mé bakai&ke prace bylo popsat roli TG karcinogenezi a zminit mozné
postupy terapie nadrvyuzivajici blokovani TG signélni drahy se zaifenim na
sTBRI:Fc. Déle jsem také popsala virus vakcinie aorekinantni vektory odvozené od
VV. Tomuto tématu se také pod vedenim RNDr. Sarkyméikové, DrSc ¥nuji v
laboratdi rekombinantnich vakcin UHKT, kde nynfigravuiji fazni gen spRIl:Fc, ktery
klonuji do rekombinaniho plazmidu. Ukolem mé dalsi prace bude pou#tledného
plazmidu pro pipravu rekombinantnich virvakcinie s rozdilnou replikai schopnosti v
hostiteli, provedeni charakterizace vysledného areki produktu transgenu a sledovani
vlivu vektoru na vyvoj nadaru mysi imunizovanych vakcinou proti E7 HPV16.
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